B型肝炎患者の血清HBウイルスDNAの存在様式の臨床的意義 by 佐藤 修一
B型肝炎患者の血清HBウイルスDNAの存在様式の臨床
的意義
著者 佐藤 修一
号 2165
発行年 1990
URL http://hdl.handle.net/10097/20391
 氏 名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の要件
最終学歴
学位論文題目
さ とう しゅう いち
 佐 藤 修 一(宮城県)
医学博士
 医 第2165号
 平成2年2月28日
 学位規則第5条第2項該当
 昭和56年3月
山形大学医学部医学科卒業
MQle cular species of serum HBV DNA in hepa-
titisB virus carriers.
 (B型肝炎患者の血清HBウイ ルスDNAの存在様
 式の臨床的意義)
論文審査委員
 (主 査)
教授豊田隆謙
教授今野多助
教授菅村和夫
 一 277 一
 
3
論文内容要旨
               【は じめに聾
 近年, 遺伝子工学の進歩によりDNAの解析は盛んとなっている。 特に, B型肝炎 (HB) 患者
 におけるHBウイルス (HBV)の増殖と肝炎の病態との関係をみる為に, 肝生検組織中のHBV
 DNAの存在様式を検討 した報告は多数存在 している。 しかし, 血清中のHBV DNAに関 しては,
 主にその量にのみ注目され, その存在様式の検討は少ない。 今回私は, 無症候生HBVキャリアを
 含めた慢性B型肝炎患者を, 血清中のHBV DNAの分子種をみることによってウイルス学的に区
 別 し, それと臨床像との間に如何なる関係があるかを検討 した。
               【対策と方法聾
 対象はi985年より1987年までの闇に, 東北大学病院を受診したHBV DNA 陽性HBs抗原
 キャリア51例で, 全例肝生検にて組織学的診断がなされている。 内訳は, 非特異性反応性肝炎
 (NSRH) 20例, 慢性持続性肝炎 (CPH) 9例, 慢性活動性肝炎 (CAH) 22例である。 対照はNBV
 DNA陰性のHBs抗原キャリア10例と, すべてのHBVマーカーが陰性の10例である。 HBs抗原。
 抗体, HBe抗原・抗体, HBc抗体は, RIA法, ELISA法で測定した。 HBV DNAの定量は, 32Pラ
 ベルプローブを用い, ドットプロットハイ ブリ ダイ ゼー ショ ン法で測定した。 血清中のHBV
 DNAの分子種は, 血清770 μ1よりDNAを抽出し, ビオチ ンラベルプローブ, スト レプトアビジン
 アルカ リフォスファターゼコ ンプレックス, NBT, BCIPを用 い, サザン法にて検出した。 肝内
 HBc抗原 の局在は, 生検肝を用い, アビジンビオチンペルオキシダー ゼコ ンプレックス法にて行
 なつ た。
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、
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               【結 果】
 ①ビオチンラベルプローブによる測定が可能か否かを検討する為, HBV DNA5, 10, 100pg
 のサザン法での検出能を, 32Pラベルプローブの場合と比較 した。 その結果, 5pgではどちらもシャ
 ー プなバンドと して認められるが, DNA量が多くなるにつれ, 32Pではバン ドがスメ ア状になる
 のに対し, ビオチンでは, 100pgでもバンドはシャープであった。 このことか ら, 存在様式の検
 討には ビオチ ンの方が適 していると考えられた。 又 対照の2研列では, 全例DNAは検出されなかっ
 た。 ②血清中のHBV DNAの存在様式は以下の3型に分類できた。 1型:4.0, 3.2kbにバンドを
 認めるもの。 H型:上記 2本のバンドの間にスメアを認めるもの。 皿型:スメ アがH型よ り濃く,
 2本のバ ンドが明瞭でないもの。 この存在様式 は, 同一検体により採取 したデー ン粒子
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 から抽出されたDNAと同様であった。 ③TaqI制限酵素処理, 電気泳動のアガロースの濃度変更
 の実験などより, 4, 0kbのバンドは開環状完全二重鎖, 3. 2kbのバンドは直鎖状完全二重鎖, スメ
 アは開環状不完全二重鎖であることが証明された。 以上より, 1型はほとんどが, 完全二重鎖で
 あるのに対し, H型, 皿型となるにつれ, 不完全二重鎖の割合が増加 していることがわかった。
 ④この3型と臨床像との関係について比較検討 した。 1型は19名, H型は12名, 皿型は20名であ
 り, 各型の間に年令に有意差はなかった。 ALTに関 しては, 1型が, n, m型に比し有意に低い
 が, H, 皿型の間には有意差はなかった (mean±SD:1型, 26,5±14.3: ∬型, 260±169,5:
 皿型, 200.4±159. 5) (P<O. 001, P<0. 001)。 ⑤組織学的所見では, 1型の94. 7%がNSRHであっ
 たのに対し, II型の91. 7%, 皿型の95%が慢性肝炎 (CH) の所見を呈 した。 特に, CAHの割合
 に関しては, 皿型が75%で, ∬型の58. 3%より高かった。 ⑥次に, HBVの増殖の状態をある程度
 反映 していると言われている, 肝細胞内のHBc抗原の分布パターンとの関連をみた。 1型の83.3
 % (6例中5例) において, HBc抗原が核のみに分布 していた。 一方, H, 皿型の88.9% (9例
 中8例 ), m型の88. 2% (17例中15例) においては, HBc抗原は核および細胞質に分布 していた。
 特に, 亜型では, HBc抗原が細胞質に優位に分布 していた割合が, 76. 5%と, ∬型の55. 6%より
 高かっ た。
              ζ考 察函
 血清中のHBV DNAの分子種の検討より, NSRHでは, HBVの増殖が効率良く, completeに起
 こっているのに対 し, CH特にCAHでは, 必ずしもそうではないことが推察された。 このことは,
 HBc抗原の細胞内での分布の検討からも, 裏付けられたと考え られる。
              【結 論】
 本研究により, 血清中のHBV DNAの分子種のパターンをみることによって, 肝炎の病態や,
 HBVの増殖の状態が把握できることが明 らかとなつ た。
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 審査結果の要旨
 本論文の筆者は, B型肝炎ウイ ルス (HB▽) の増殖と肝炎の病態との関係を明 らかにする目的
 で, 無症候性HBs抗原キャ リアを含むB型慢性肝炎患者血清中のHBV DNAの分子種 とHBVの増
 殖を反映すると考え られる肝内HBc抗原や臨床像との関係 にっ いて検討 を行なった。 対象 は1985
 年～1987年に東北大学第三内科を受 診したHBV DNAが陽性の非特異性反応性肝炎 (NSRH)
 20例, 慢性持続性肝炎 (CPH) 9例, 慢性活動性肝炎 (CAH) 22例である。 対照はHBV DNA
 陰性のHBs抗原キャリア10例, 全てのHBV関連マーカー陰性の健常人である。 HBV関連マーカー
 はRIAおよびEIAで測定した。 HBV DNAは32Pラベルブロー ブを用いたdo七 blot hybridzation
 法で定量 した。 HBV DNAの分子種は血清よりDNAを抽出 し, ビオチ ンラベルプロー ブを用い
 southem法で検討した。 肝内HBc抗原の局在 は生検肝を用 いて, ABC法により検討 した。 その結
 果①sou七hem法による ヨ2Pラベルブロー ブを対照と した ビオチンラベルの測定感度は5Pgであ り,
 またDNAを増量 して100Pgと しても明瞭なバンドが得 られ, ビオチ ンプローブの方が分子種の検
 討に適当であると結論された。 ②血清中のHBV DNAの存在様式は1型:4、 0, 3. 2kbにバンドを
 認めるものH型:前記2本のバンドとその闇のスメアを認めるもの, 皿型:スメアが濃く, 2本
 のバンドが不明瞭なものの3型に分類された。 ③TaqI制限酵素処理, 濃度の異なるアガロース
 を用いた電気泳動などの検討か ら4. Okbのバンドは開環状完全二重鎖, 3. 2kbのバン ドは直鎖状
 完全二重鎖, スメアは開環状不完全二重鎖であることが判明 した。 すなわち1型はほとんどが完
 全二重鎖であり, n, 皿型となるにつれ不完全二重鎖が増加すると考え られた。 ④各型の聞に年
 令差はみられなかったが, ALTの平均値で, 1型26. 5, H型260, 皿型2001u/しと1型で有意に低
 かった (P<0. 001)。 ⑤1型の94. 7%はNSRH, H型の91, 7%, 皿型の95%はCPHかCAHであり,
 殊にCAHは皿型の75%にみ られた。 ⑥肝内のHBc抗原の分布では1型の83. 3賜は核にのみ, 11 型
 の88.9%, 亜型の88.2%は核 と細胞質に分布していた。 殊に皿型では細胞質優位の分布が
 76. 5%とH型の55. 6%より高かった。 以上の結果より, NSRHではcomple七eのHBVの増殖がみ
 られるのに対 し, GAHで はcompleteに加えincomple七eなHBVの増殖形態をとる ものと考え られ,
 この研究が肝炎の病態とHBVの増殖形態との関係を明 らかにするのに有用 であったと結論 して
 いる。 本研究は目的が明確であり, 高度の実験技術を用い, 実験結果をよく整理 し, 新しい知見
 を得ており学位論文 に値すると考え られる。
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